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助は しがき
近年, ミ ト コ ン ドリア 膜 に は様々 なイ オ ン チ ャ ネル が存在 し, 細胞 の 生死 に
深く 関与 して い る こ とが 明らか とな っ た｡ われ われ は , ミ ト コ ン ドリア ATP感
受性 K＋ (mitoKATP) チ ャネル が虚血プ レ コ ン ディ シ ョ ニ ン グ (可逆性虚血 によ っ
て 心筋が虚血耐性を獲得す る 内因性 心筋防御機棉) に重 要 な役割を担 っ て い る
こ とを報告 した｡ 心筋細胞表面膜 の イ オ ン チャ ネ ル は , 心不全 ･ 心肥大 あるい
は 心房細動 によ っ て リ モ デリン グが起こ る こ とが知 られて い る｡ しか しなが ら,
心筋細胞 ミ ト コ ン ドリ アイオ ン チ ャ ネ ル の リ モ デリ ン グに関する知見 はこ れま
で全く得られて い ない o 本研 究は , mitoKATPチ ャネル の リモ デリ ン グの病態を明
らか に し, 心不全 にお ける プ レ コ ンデ ィ シ ョ ニ ン グの 修飾, あるい は心房細動
の発生 ･ 慢性化と の 関連を解明する こ と を目的に行 なわれ た｡
実験は , BI O 1 4. 6 ハ ム ス タ ー を心不 全 モ デ ル と して用 い て行 な っ た｡ われわ
れ の 研究室 は , こ の BIO 1 4. 6 ハ ム ス タ ー で は 心筋細胞表面膜イ オ ン チ ャネル の
リ モ デリ ン グが起 こ り, L型 ca2
'チ ャ ネ ル電流 (工｡a) や一 過性外 向き電流 (Ito)
な どが減少 して 活動電位持続時間が 延 長 して い る こ とを報告 した ｡ そ こ で ,
mitoEATPチ ャ ネ ル 活 性化 の 指標と して フ ラボ プ ロ テ イ ン 自家蛍光を測定 し,
mitoKATPチ ャ ネル 開 口薬 で ある ジア ゾキ シ ドの 効果 を検討 した o そ の 結果, BIO
14･ 6 ハ ム ス タ ー 心室筋細胞 で は mitoKATPチ ャ ネル の密度は減少 して い な い と考
えられ る｡ しか しなが ら, フ ラボプ ロ テ イ ン 酸化反応 の 1atency が延長 して い
る の で , mitoKAT｡チ ャネル 活性化 の 細胞 内情報伝達系とく に PKCに対する応答に
異常が あ る の で は ない か と推測される ｡
今回の 実験結果 は, mitoKAT｡チャ ネル に リ モ デリ ン グが起 こ っ て い る可能性を
示唆するも の で あ る｡ 最近 , mitoKAT｡チ ャ ネル の 分子構造は , ミ ト コ ン ドリア 内
膜に ある A BC 蛋白の ひと つ で ある MAB Clと s u c cin ate dehydroge n ase がその 構
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成分子 で ある こ と が示唆され て い る o しか しなが ら, チ ャ ネル 孔 を構成する分
子 の 同定には 至 っ て い ない o 今後, mitoKATPチ ャ ネル の 分子構 造が解明されれば ,
チ ャ ネ ル の リモ デリ ン グに 関す る新たな知見も得られ る こ とが期待 で きる ｡ ま
た, 心 房細動におけ る mitoKATPチ ャ ネル の リ モ デリ ン グや mitoKATPチ ャネル 以外
の ミ ト コ ン ドリアイ オ ン チ ャ ネル (Ca2＋活性化K'チ ャ ネル な ど) の リ モ デリ ン グ
な ど解映す べ き 課題が多く残 され て い る . 本研究 がそ の 一 助と なれ ば幸い で あ
る｡
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研究成果
心不全 ハ ム ス タ ー (BIO 14. 6) における ミ トコ ン ドリア
ATP感受性 K'チャ ネ ル の リモ デリ ン グ
佐藤俊明, 中谷晴昭
千葉大学大学院医学研究院薬理学
Ⅰ は じめに
心筋細胞 のイ オ ン チ ャ ネル は , 心不全 ･ 心肥大 ある い は 心房細動 によ っ て リ
モ デリン グが起 こる こ とが知 られて い る 1)｡ 心筋細胞 ミ ト コ ン ドリア 内膜にある
ATP感受性 K十 (mitoKATP) チ ャ ネル は, 虚血プ レ コ ン ディ シ ョ ニ ン グ (可逆性虚
血 に よ っ て 心筋が虚血耐性を獲得する現象) に重要な役割を担 っ て い る 2)｡ リモ
デリ ン グ心筋で はプ レ コ ンデ ィ ヨ ニ ン グ によ る心筋保護効果が減弱する こ とが
報告され て い る が 3), こ れが mi七oKATPチ ャ ネル の リモ デリ ン グに起 因す るか どう
か は全く不 明 で ある ｡ よ っ て本研究 の 目的 は , mitoKATPチ ャ ネル の リ モ デリ ン グ
の 病態を明らか に し, 心不全 にお ける プ レ コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グの 修飾, あ る い
は 心房細動 の 発生 ･ 慢性化との 関連を解明する こ とで ある ｡
Ⅱ 方法
心不全 モ デル と して BIO 14. 6 ハ ム ス タ ー 4), 対照群と して Flβ ハ ム ス タ ー を用
い て 実験を行な っ た｡
(1) BI O 14. 6 と Flβ ハ ム ス タ ー の 心室筋細胞をそれぞれ コ ラ ゲナ ー ゼ処理 によ
り単離 し実験に供 した｡ ミ ト コ ン ドリア の 酸化還元状態を安定させ るた め, 単
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離した心室筋細胞を培養液 (5%牛血清を含む DMEM) に少 なくとも 3 時間以上保
存 した｡
(2) 心室筋細胞を蛍光顕微鏡 ス テ ー ジに 置い たチ ャ ン バ ー に入れ , グル コ ー ス
を含まな い Tyrode 液 で港流 した ｡ Tyrode 液 の 組成は , NaCl 140, KC1 5. 4, CaC12
1. 8
,
NaH2PO｡ 0. 33, MgC12 0. 5, HEPES 5(pH=7. 4)で ある ｡
(3) MitoKATPチ ャ ネル 活性化 の指標と して フ ラ ボプ ロ テイ ン自家蛍光を測定した｡
MitoEATPチ ャ ネル の 開 口 により K
＋
が 細胞質か ら マ トリ ッ ク ス - 流入す る と, 呼吸
鎖にお ける 打 の排出が促進 され る ためフ ラボブ ロ ティ ン酸化反応が冗進 して蛍
光が増強する ｡ フ ラボプ ロ テイ ン自家蛍光 は励起波長 480nm, 測光波長 520nm
にて 測定 した 5)｡
(4) 蛍光強度は脱共役薬で ある 2,4- dinitrophenol(DNP) を実験終了時に 添加
して
, 最大酸化反応を起 こ した ときの フ ラボブ ロ ティ ン自家蛍光を 100%と した
相対値 で表示 した｡
(5) デ ー タ は 平 均値 ± 標準 誤 差 で 表 示 し て ある ｡ 有 意差 の 検 定 は ANOVA
(Fishe r
'
s post hoc te st) を用 い て , P〈O. 05を有意差ありとみな した｡
Ⅲ 結果
心筋細胞 に mitoEATPチ ャネル の 選択的開 口薬で あ るdiaz o xi de を添加すると フ ラ
ボプ ロ テイ ン自家蛍光 の 強度が増加す る 5'o 図1Aと 1Bは
J
BI0 14･ 6 と Flβ ハ ム
ス タ ー の 心筋細胞 に dia z oxide (1 00Flu) を添加 したとき の フ ラボプ ロ テイ ン
自家蛍光の経時的変化の典型例をそれぞれ 示 して い る ｡BIO14. 6 の 心筋細胞 は ,
diazoxide を添加 して か らフ ラ ボプ ロ テ イ ン 自家化蛍光が増加 しは じめ る まで
の 時間 (latency) が約 15分あり , そ の あと蛍光は徐 々 に増加 して DNP の蛍光
強度 の約 40% まで達 した｡ 一 九 対 照群で あ る Flβ の 心筋細胞で は , 1ate ncy が
- 1 0-
BIO 14. 6 より短く (約 8分間), そ の あと フ ラボブ ロ ティ ン 自家蛍光は DNP の 蛍
光強度の 約 40%ま で 増加 した ｡ 図 1Cは diaz o xlde (1 00〟 M) による フ ラボプ ロ
テイ ン酸化反応 を多数例で ま とめたも の で ある ｡ BIO 14. 6 は 48. 1±5. 7%, Flβ
は 45. 1±5. 6% まで フ ラボブ ロ ティ ン 自家蛍光がそれぞれ増加 し, 両者に差 はみ
られ なか っ た ｡ し か しなが ら, 図 1Dに示す ごとく , BIO 14. 6 の1atency は 15. 2
±0. 7分, Flβは 8. 0 ±1. 2 分で あり , BIO 14. 6 のほうが有意 に延長 して い た ｡
われ われ は , mitoKATPチ ャ ネル が pro七ein kina s eC (PKC) により括性化され
ると
,
1ate n cy が 短縮す る こ と を報告 し た 5･6)｡ そ こ で , PKCを活性化する
br adykinin の BI O 1 4. 6 心筋細胞 mitoKATPチ ャ ネル に 対する作用を検討 した｡ 図
2Aに フ ラ ボプ ロ テ イ ン 自家蛍光の経時的変化 の典型例を示す｡ BIO 14. 6 のJ[J筋
細胞 は , dia z o xide (100LLM) を添加す る と約 15分の 1atency があり, そ の あ
と DNP の蛍光強度 の約 50% まで増加 した｡ Diazo xide を w a shout した あと ,
bradykinin (1 Flu) を単独 で添加 して も フ ラボブ ロ ティ ン 自家蛍光は変化 しな
か っ た｡ しか しなが ら, br adykinin 存在下に dia z o xide を添加 すると, 非存在
下と比較 して , 1atency は 約 7分 - 短縮 し, フ ラボプ ロ テイ ン自家蛍光もDNP の
蛍光強度の 約 700/oまで増加 したo 図 2Bに示す よ うに , diazoxide 単独 で は 43. 8
±6. 8%で あ っ た フ ラボプ ロ テ イ ン自家蛍光が , br adykinin 添加 によ り 63. 7 ±
3. 6%に有意に増加 した (P〈O. 05)｡ また , 図 2C に示すように , bradykinin 存在
下で は 1ate ncy が 16. 2 ±0. 7 分か ら 8. 4±0. 7 分 - 有意に短縮 した (P〈O. 05)0
すなわち, bradykinin に より diaz oxi de の フ ラボプ ロ テイ ン酸化反応が増強 し
たo
Ⅳ 考察
本研究で は 心筋症 ハ ム ス タ ー BIO 14. 6 を用 い て mitoKAT｡チ ャ ネル の 機能解析
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を行な っ た o こ の ハ ム ス タ ー で は心筋細胞表面膜の イ オ ン チ ャ ネル の リ モ デリ
ン グが起 こ り, L型 Ca2
＋チャ ネル 電流 (Ica) や - 過性外 向き電流 (It｡) が減少 し
て活動電位持続時間が延長 して い る 7)｡ 今回の 実験で は , BIO 14. 6 ハ ム ス タ ー
心筋細胞 は , 対照群で ある Flβと比較 して , mitoEATPチ ャ ネル 活性化 の指標 で あ
るフ ラボプ ロ テ イ ン酸化反応 の 1a七e n cy は延長 して い た ｡ しか しながら, フ ラ
ボブ ロ テ ィ ン 自家蛍光の増加 の程度に は 差が なか っ た ｡ 両群で 同程度の酸化反
応が起 こ っ た こ とか ら, mitoKATPチャ ネル の 密度は BIO 1 4. 6 心筋細胞で減少 し
て い な い と推察され る ｡ BIO 14. 6心筋細胞 の 1aten cy が br adykinin に より短縮
し, か つ 酸化 反応 も増強 したo こ の 効果 は , adenosine が PK Cを介 して mitoKATP
チ ャ ネ ル を活性化 し 1atency を短縮させ る こ とと 一 致 して い る 6)o したが っ て ,
BI O 14. 6 心筋細胞 は , 細胞 内情報伝達系とく に PEC の活 性化 に異常がある の で
は ない か と推測され る o 実際, BI O 14. 6 で は PKC の活性化が低下 して い る との
報告もあり 8), こ の 点 は さらに検討をする必要がある ｡
今回 は心室筋細胞を用 い て検討 したが, 心房筋細胞 の mitoKATPチ ャ ネル機能や
心房細動 に お け るリ モ デリ ン グ に つ い て も今後検討す る予 定 で あ る ｡ 最近 ,
mitoEATPチ ャ ネル の 分子構造は , ミ ト コ ン ドリア 内膜 に あ る ABC蛋白 の ひ と つ で
ある MABClと suc cinate dehydrogena s eがその 構成分子 で ある こ とが 示唆され
て い る 9)｡ 残念なが ら, チャ ネル 孔 を構成する分子 の 同定 に は まだ至 っ て い な い ｡
今後, mitoKATPチ ャ ネル の分子構 造が解明されれば, チ ャ ネル の リ モ デリ ン グに
関する新たな知見も得られ る で あろう｡ 最近 , 心筋細胞 の ミ ト コ ン ドリ ア 内膜
に は Ca2
＋
活性化 K' (mitoK｡a) チ ャ ネル が存在する こ とが報告された 10)o われ わ
れ は , mitoKca チ ャ ネル が pr otein kinas eA によ っ て活性化 され , mitoEATPチ ャ
ネル と同様 に ミ ト コ ン ドリア 内 ca2十過負荷を抑制 して 心筋保護的に働く こ とを
報告 した 11). こ の mitoE｡a チャ ネル の リ モ デリ ン グに つ い て も , 非常に興味 の あ
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る重要 な研 究課題 で あり, 今後検討 した い と考えて い る｡
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図1
BIO 1 4･ 6と Flβ ハ ム ス タ ー 心筋細胞 にお ける dia z oxi de の フ ラ ボプ ロ テイ ン酸
化反応 oDIA Z:dia zoxide(100LLM), DN P:2. 4- dinitrophen ol(100LLM)｡ * pく0. 05
vs. Flβ｡
図 2
BI O 14･ 6 ハ ム ス タ ー 心筋細胞 にお ける dia zoxide と bradykinin の フ ラボプ ロ テ
イ ン 酸化 反応｡ DIAZ: diazo xide (100〃M), BK: br adykinin (1 〃M), DNP:
2･ 4-ノdinitrophe nol (100FLM)o * pく0. 05 v s. DIAZo
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Expo st u eto2,4-dinitr ophe n ol(100pM)e v okedaglibe n clami de-s e n sitiv eKA TPCha m el
c u rr e nt i atrialc ells 丘o m wi1d-type(WT)butn ot Eir6.2 kno cko ut(Kir6.2K O)mic e.
Altho ugh ther e w e rn o slgniflC antdiffer en c e sintheba salplas m aA N Plevelbetw e e n
WT and Kir6･2 KO mice, v olum e e xp an sio nc a u s eda slgmi fic antele v atio n ofpla s ma
A N Tco n c e ntr atio nin Kir6･2K Obutn otWT mic ewi thac c o mp anylnghypote n sio n.
Whe nis olated lefta;tria w e re str etched
,
A N Ps eJC r eted into thebath 丘o mKir6.2 K Oatria
w a s s lgniflC a ntlyhigherthanthat丘o m W Tatria･ Fu rthe rm o r e
,
str etchingthe atria 丘o m
W Tbutn ot Kir612K O mic e signific antlysho rte n edthe a ctio npotemialdu r atio n. A
hypoto nic str etchofthe m e mbr an ein duc edthegliben clami de-s e n sitiv eKA TPCha m el
c u rre ntin atrialc e11s丘o m W Tbutn otKir6.2K Omic e. Co nclusio n s:Kir6.2is
e s s e Ⅱtial fTo rthe丘m ction of KA TPChar m el inm o u s e atrilc ells. Give nthat Eir6.2 KO
mice a r e s u s c eptibleto stretch in du c eds e cretio n ofA N P
,
o u r r esults s ugge stthatK n p
chm ll em ay a ctas anegativ efe edba ckm echa nis mforthe c o ntr olofAN Pse cr etio n.
K eyw o rds : n atriu r eticpeptide;K -ÅTPcha m el; myo cyte s
- 18 -
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A TP-se n sitiv eK
'
(KJW P)aha - els, originallydis co v e r edin c a rdiac m u s cle[1], ar e
Pr e s e ntin m a nytis s u es andplay animpo rta ntr olein v ario u s c elular r e spo n se s[2]. The
m ole c ula ride ntityofs arcole m m al KAT PChan n elsis n o wkn o wntobe a
heter o- o cta m eric c o mple x offo urpo re-farmings ubu nit(Kir6･Ⅹ) andfわu r s ulfo Hylur ea
r e c epto r r egulato rys ubumit(SUR)[2]. Pr evio u s studie shave sho wnthatm utantmic e
lackingthe 鮎r6･2s ub mitofKAT PCha 皿 els(Kir6･2 KO mie)displayobvio u s
impairm e Ⅱtofthein s ulin re spo n s etoglu c o s e[3]anday e s u s c eptibletoge neraliz ed
s eiz u r es a鮎 rbriefhypo xia[4]･ Ou r re cntstudies u singthe Kir6.2KO mic ehave
pr o videddire cte vide n c ethatEir6･2 fo rm sthepor e regio n Ofv e ntric ularK∬ p cha m els
[5]andthe a ctiv atio n of KA = TCha - elsphys animpo rtantr olein c ardiopr ote ctio n[6].
Mo r e r e c e ntly,Kir6･2 K Om ou s e m odelshighlighttheimpo rta n c e of Km pcha m elsin
the adaptatio nto str e ssbeyo ndtheir r olein cytopr ote ctio n[7].
Altho ughc o nside r able adv an c esha v ebe e nm adeinr e c e =tye ar sto w a rds
unde rstand ingthe n ature ofv e血ic ularK 灯P Chan n els,the m ole c ula ride =tibr a nd
触1Ctio n alr ole ofatrialKA TPCha m els ar epo o rly unde r sto od. Atrialdiste ntio n c au s es
rele as einto the cir c ulatio n ofatri aln atrhmticpeptide(A 肝), aho r m o n ethatplays a
r oleinthe r eguhtio nofc ardio v a sc ularho m e o sta sis[8]･ Sin c ethegating ofthe atrial
Km pcha m el is m e chan o s e n sitiv e[9],the r elatio n shipto thepr o ces s ofANPs e c retio nis
a s ubjectofc o n sider ableinter e st･ 監血 etal.[10]reported thattheKA T PCha m elbl.cker
gliben clami de s uppr e s s edthe str etch-stim ulatedANPs e cr etio n&o mr atatria. On the
otherhand, c o n ictingobs e rv atio n w as repo rted thattheKA T PCha J n elblo cker
tolbutamidein c r e a s ed ther ele as e ofA NPinn e o n atalratatrialmyo cytes[1I]. M or e o v e,,
Xu etall[12]repo rtedthatthe stretch-indu c edA N Ps e cretio n w asinhibitedbyRAT,
cha - elopener s･ Thus,the r esul ts s ofarobtain ed byu singKN PCha 皿el blocke rs a nd
- 1 9-
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ope n er s ar e n otc o n clu siv e･ hthis study, w e s o ught todete min e whethe r atrial KAT P
cha n n elr egulate sthe s e c r etio n ofA N P, u s lng Kir6.21deficie nt mic e. The r es ults sho w
th t 且ir6.2is es s e ntialfordlefun ctio n ofatrialKm pcha r m el andKir6.2-deficie nt mic e
ar e s u s c eptibletothe str etch-induc eds e cr etio n ofANP.
- 20-
C V R-2004-1239R l
2. M c地 ods
Sa egu s a etal. Page5
2･1･ K ir6.2-dejicie nt mic e
A lpr o c edtu es w e reperfor m ed in c o nfomitywith theGuideforthe Care andUse
ofLabo r atoryAnim als 即IHpublic atio nN o･ 85-23, re vis ed 1996), andw e r eappr o v ed
bytheln stitutio nalA由malCar e a ndUs eCo mitte e ofChibaUniv er sity･ A m ou s elin e
deficie ntintheK∬ p cha m els w asge n er ated byta rgeteddis ruptio n ofthege n e c oding
forE ir6･2, a sde s cribedpr e viously[3]. C57B L/6 mice w er e us eda s c o ntr ol be c a u s e
theyhad be enba ckc r o s s edto aC57B L/6stminfo rfiv ege n er ations. Tw elv e- to
fo u rte e n- w e eks old Kir6.2-deflCie Ⅱtmic e orC5 7B L/6c o ntr olmic e w e ru s ed inthis
study.
2･2
･ Ele ch･ophysiology
Single atrialc ells w er e e n zym atical1yis olぬd bythe m ethodofSu z ukiet al.[5]
withs o m em odific atio n s, Single-cha n n ela ndwhole- c ellm e mbr an e c u rr ents w er e
r e c o rdedby thepatch- clamp m ethodaspr eviou slyde s cribed[5,6]. Whole-c ellc Ⅵ∬e nt
r e c o rd ings w e r eperfor m edat 3 6
oC withnystatininthepipette s olutio n･ Single atrial
cells w e re s uperfus ed wi ththe H EP E S- Tyr ode
'
s s olutio n(inm M):NaCl143, KC1 5.4,
CaC121･8, MgC120･5, NaH2P O40 3 ,glu co s e5･5, and H E P E S-NaO Hbuffer10(pH -
7･4)I Thepipette s olutio n c o ntain ed(in mM):K- a spartate110, K C120, MgC121.0,
CaC12ILO, E GTAO･1, a nd H E P E S- K O HbuWe r5(pH - 7.4), with250pg/minystatin. A
r amp-puls epr oto c olト100to＋5 0m V o v e r2･5s e conds, r epe atedat3 0-s e c o nd hte rv als)
w a s u s edto r e c o rdthequ asi-ste ady- state m e mbr an ec urr e nt･ Forthe e xpe rim e nts of
hypoto nic str etchofthe m e mbr an e(Fig1 6),theis olatedatrialc ells w e r e e xpos edto the
lo w-chlori deisoto nic orhypoto nic s olutio nin o rderto minimize s w elling-indu c ed
chloride cvrr entc ont 血 atio n[13]･ Ⅰs oto nic solutio n c o ntain ed(in HiM):Na- a spa rtate
- 21-
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80
,
K C1 5,4
,
CaCl2l･8, MgCl20.5, NaH2P O40.33, glu c o s e5.5, m amito1119, and
H EPES-N aO Hbuffer10(pH - 7･4, 記36oC)wi血the o s m olarityof3 00m o s m ou kgH20.
Hy potomic s olutio n w a spr epar ed bysl mPly omittin gm a n nitol丘o mtheis oto nic
s olutio nwiththe o s m olalityof18 0m o s m ol/kg H20･ Fo r single- cha rLn elr e c ordings
丘o mthe c ell･ atta chedpatche s,sym m etric alhighK
'
e xter n al andinte m als olutio n s
(記22oC)w er e u s ed･ The e xte m als olutio n c o ntained(in mM):KCl140, EGTA 5,
Na2- A T P O･1, andH E PES- KOHbuffer5(pH - 7.4), and thepipette s olutio n c o ntain ed
(in 叫 :K Cl140, MgC121･8, CaCl21･8, and H E P E S- K O Hbuffer5(pH - 7.4). T he
c u rentsign als w er edigitiz edat 2kHzfo rdata
,
a n alysis withpClamp s o氏w ar e(Ax o n
ln stru m ents, Fo sterCiQr, C A).
2.3. Volu m e e xpa n sion
The mic e w er e an e sthetiz ed wi thⅧethan e(1.5gag,i.p.) andpla c edo n ahe ating
padto m aintain r e ctal te mper atu r e s at 37
oC. Thele氏e xter naljugular v ein w as
ca m ulatedwiths m allpolyethyle n e c atheter sfo rintr a v e n o u sinfusion. Volm e
e xpan sio n w asperfo rm ed bya m odific atio n of the m ethodofKishim oto etal.[14]. The
la ctatedRjnger
'
s s ohtio n c o ntaiming4.5 %bovin e s e r umalbumin w asinfus edata r ate
of2 00pl/h/g(body w eight)for3 0min. The raLte Ofinfusio n w asthe nlo w er edto4.3
pl瓜/gfor an other3 0min. In s o m e e xperim e ntstheinitialinfusio n r ate w a sin c r e a s ed
fro m200to400トLl他/gfor3 0 min, a洗er whichtheinfusio n was c o ntinu ed ata r ate of4.3
p仙/gfo r30min･ Thes einfusio n s w e r e c amiedo ut witha micr oinhsio npu mp(Ha rvard
Ap pa r atu s, M A)I Atthe endofthe volum e e xp an sio n,blo od(700pl)w a sdr a wn丘o m
therightc a r otidarte ry, c olle cted htotube c o ntainingE D TAandaprotimin, and
c e =trifuged for20min at4
oC･ Plas m a s ample s w e re sto r edat - 80
oC untilan alyz ed by
ANPr adioir m unoas say.
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2. 4. Hem odyn amic m e as u r em e nts
Arteri al blo odpr e ss u r e w a s mea u 托dc o ntin u o u slyin mic e an esthetiz edwith
urethan e･ Therightc ar otidarte ry w as ca m ulatedwiths m alpolyethyle n e c athete rsfor
the m e as u r em e ntofblo odpr es s u r e via apress ur etr a n sdu c e r. He artrate w asderiv ed
丘o mthe arterialblo odpr e s s1汀e S lgn a.
2 1 Is olated atrialpreparatio n s
Tis s u ebathprepar ation s ofle丑atria w e reprepar edbya m odific a:tio n ofthe
m ethodde s cribed byBilder etal.[15]. Brieny,leftatriafr o mW Ta ndEir6.2 KO mice
w er ediss e cted Be e
,
andpla c ed in a3- mlw aterja cketedtis s u ebathco ntaiming
HEPES- Tyr ode
'
s s olutio n(pH - 7･4)ga s s edwith100% 02(37oC). The edge of
pr epar atio n w aspin n edtothe rubberbas e ofthetiss u ebathandele ctricalypac edata
丘equ e n cy of 5 Hz･ A Ae rlOmin equilibratio n,thebaths olutio n w a sdis c a rded and lmi
offresh HEP E S- Tyr ode
'
s s olⅦtio n w as addedto thebath･ A trialpr epar atio n s w e re
inc ubated in this s olutio n wi血o rwithoutstr etchstimdu s. The atria c o n ne ctedto a
string w er e str etched withafl X edr e stingten sio n ofO･5g･ Alter1Omin ofincubatio n,
thebaths olutio n w as c olle ctedinto atube c o ntaimingE D TAandapr otinin, andsto r ed at
- 80oC u ntilanalyz edbyA N pr adioirn m un o a ss ay･
2･6･ A N Pconte ntofthe atria
Thehe arts w er e r apidlyr e m o v ed丘o mthe an e sthetiz ed mice andthele允atria
w er edis s e ctedout andim m edia[telyfro z e ninliquid mitr oge n･ Thelys ate s w er e obtained
fro mthr e epr epar atio n sbyho m oge niz atio ninic e-c old buffer(0.1 m M a c etic acid). The
lys ate s w e r eincubatedfo r8 min atlOOoC,kepto nic efo r15 min a ndcle a redby
c e ntri fugatio nat66,000x gfo r20minat4
oC･ Proteinc o n c e ntr atio n w asdetermined by
theB C Aprptein ass aykit(PIE R C E,Ro ckfo rd,IL).
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2. 7. A N Pradioim m uno a s s ay
The c o n c e ntr atio n ofimm un o r e a ctiv eA N Pw as m e a s u r edbyco Ⅱ 皿 er Cially
a v ailableradioim m u n o a ss ay, a sde s cribedpr e vio u sly[16]. Thethr e shold fordete ctio n
ofA N Pw as1.5pgノ血1.
2. 8･ Action pote ntialrec ordings
Thepr epar atio ns ofleftatriafrom W Tand監ir6.2 K O mic e w er e m o untedin a
r e c o rd ingchamber andperfus ed ata c o nstantflow(5 mi / min)withTyr ode's s olutio n(in
m M):NaCl 125, K C14.0, CaCl22.7, MgC120.5, NaH2P O41.8, glu c o s e5.5, and
Nal I C O325andga s sed wi th95% 02/5 % C O2(37oC). Actio npotentials w er e e v okedby
ele ctrical fleldstimulatio n at5 Hz(2- m s r e ctangularpulse s at2×thr e shold inte n sity)
andr e corded byu s e ofa3 M K Cl-fl ledmic r o el ctr ode(tipr e sistan c elOI T20 M f2). The
edge ofle丑atri alpr epar atio n w as stretched withaflX edr e stingte n sio n of O･5g･
Tr an s m e mbr an epote ntialw a s r e c o rded by adir e ctcurr e ntpr e amplifier(M E Z-72 00,
N iho nKohde n
,
Tokyo, Japa n)and digitized(Po w erLab2/20,冬D In str um e nts, Ca stle
Hill
,
Au str alia).
2.9･ Dr ugs
Thefollowingdrugs w er e u s ed: nystatin(W 祉oPu r eChemic als, Os aka,Japan);
glibe n clami de(Sigm a- Al drichJapan, Tokyo,Jap an). Nysta血 w a sdiss olv edin
m ethan olata c o n c e ntr atio n of10mg/d andaddedtothepipette s olutio n ata
c o n c e ntr atio n of 250い.g/mijustbefor e e xpe rim e nts. Glibe n clami de w a sdis s olv edin
dim ethyls ulfo xide a s a sto cks ohtion of10m M , and fm alc o n c e Ⅱtr atio n ofdim ethyl
sul foxide w a sle sstha n0.1%.
- 24-
C VR-2004-1239R l Sa egu s a etal. Page9
2.1 0. Statistics
Al 1 data a r epr e s e nted a s m ean 士 SEM ･ Statisticalco mparis o n s w er e m ade with
the u s e of Stude ni'st te st orA N O V Aco mbin ed wi thFishe rpostho ete st, as appr opriate･
Ap valu e ofle s sthan0･05w a s c o n side r edsigniflC 皿t.
- 25 -
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3･1. KATPCha n n eljTu n ctio nin atrialc ells
Weruste v alu atedKN PCha - el fun ctio ninatrialc ellsis olated fr o mwi 1d-type
(W T)andEir6.2-deficie rlt(Kir6.2 KO)mic e. Whole- cellm e mbr an e c u rr e nts w ere
re c o rdedu血ga r aI叩 -puls epr oto c ol(Figs･ 1 Aa ndl B). The r e w e r e n o signi丘c 皿t
l
di fe r e n c e sinthede nsityofthe o utw ardc Ⅷ汀e ntat0 mVbetw e e n atrialc ellsis olated
丘o m W T(1･4j= 0･1pA/pF, A - 6)andKir6･2 KO mic e(1.6 土 0.1pA/pF, n - 6)in the
c o ntr olc o ndito n･ In W Tc ells, m etabolicinhibitio n withaglu co s e- fre e, 100pM
D N P-c o ntainings olutio nindu ced an o tltW ard c u rr e nt(9.1 土 0.1pA/pF at0 mV, n - 6),
which,byvirtu e ofitsblo ckadeby1LLM glibe n clami de(1.3土0.1pA佃F, n - 6), w a s
c o 血 edtobethe KA TPC u rr e nt･ Ho w e v e r, su cha m e mbr an e c urr e n土change w asn ot
obs e rv edin K ir6･2 K Oc ells(l･6土 0･1pA/pF aRer m etabolicinhibitio n, n - 6). When
the atrialc els w er e e xpo s edto a s olutio n c o ntainingDN P(100pM), single KA TP
cha m ela ctivityc ouldbe re co rded 丘o m25of 25c ell-a;tta chedpatche s of 9 W T mic e
伊ig･ 1 C)I The cha m elope nings w er einhibitedbyadditio n of1LLM gliben clami deto
the s olutio n(data n otsho wn). Thelin e ar slope c o ndu ctan c e, obtain edfro mthe
c u rre nt-v oltage relatio n ship丘o m - 100 mVto -10mV forthe single cha melc u ∬e nt of
W Tc els
,
w as71･6土 1
17pS(n = 7)･ In c o ntr a st, ope ning of Kn pcha m els c o uldnotbe
r e c orded fro m a ny c e111 atta Chedpatche s ofKir6.2K Oc ells(n - 1 8). T he s e r e s ults
indic atethatKir6.2is e s se ntial forthe 血n ctio n ofKN PCha m elin atrialc ells.
3･2･ EHe ctofvolu me expa n sion o npla s m aA N P lev el
ln an e sthetiz ed mice
,
the r ew er e n o slgmi flC a ntdiffer e n c e sintheba salpla s m a
A NPc o n c e ntr atio n sbetw e e nWT(28･7土3.0p g/hd, n - 7)and Eir6.2 KO mic e(36.6 土
4･9p g/mi, A = 6)I Alter v olⅦ n e e xpan sio n(20 0pl/h/gfor30min a nd 4.3puh/gfo r
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an othe r30 min),thepla s m aA N Ple v elw asin c r e as edto31.8 土1.6p g/mi(n - 7)in W T
mic e, butthis change w as n otstatistic allysigmifica nt(p ≡ 0,.385v s. bas elin e), Onthe
otherha nd
,
Kir6･2K Omic e r e actedto v olum e e xp an sio n andthepla s m aA N T
c o n c entr atio n signific antlyin cr e as edto73･5j= 13･4p g/mi(n - 5,p - 0.021v s. bas elin e).
The ele v atio n ofplas m aA N Plevels obs e rv ed in Kir6･2 K O mic e w a snotablyhighe r
than that obs e rv ed in W Tmic e(p - 0.004)咋ig. 2). Whe ntheimitialinfusio n r ate w a s
in cr e a sed 舟om 2 00to400pl仙gfo r3 0min(the nthe r ate ofinfusio n w aslo w er ed to4.3
pl伽gfo r3 0min)togiv e a s e v er e volu m e e xpan sio n,thepla s m aA M Pc o n c e ntratio nin
W Tmic e sigmi fl C antlyincr e as edto4 9･8 土8･2pg/mi(n - 4,p - 0.024v s. bas eline). This
valu e w a s n otsignific antlydiHe r e ntA:o mthatin Eir6･2 K Omic e(53.9j=4.9pg/h d, n -
4). The s e r es ultsindicatethatKir6･2KO mic e ar e su c eptibletotheA N Pslec r etio nby
v ohm e exp an sio n.
3･3･ He m odyn a mic eHe cts ofv olu m ee xpa nsion
Ther e w e re n o slgnific antdiffer e n c e sintheba s alv alu es ofm e an artei alpr e ss u r e
■
( M )betw e e nW Ta ndEir6･2KO mic e(Fig. 3). The valu e s of MA pat30m払 of
v olu m e e xp an sio n w e re simi la rlyin cr e as edinbothW T(112.0土4.1% ofbas elin e, n -
4)andEir6･2 KO mic e(11113j=213 %ofbas elin e, n - 4). In WT mic e, M A Pr etu m edto
bas elinele v els a鮎r60 min ofv olⅥm e e xp ansio n(96･7土6,2 %ofbasel血e, A - 4). In
contr ast,60 min ofv olum e e xpa n sio nin the Kir6･2K Omic epr odu c edsignific a nt
de c re asein M A P(81･0土 4･7% ofba s eline, n - 4, p < 0.05). Ther e w e r e n o signiflC ant
differ e n c e sintheba salv alu e s of he artr atebetw e e nWT(654土3 1bpm , n - 7)and
Kir6･2 K Omic e(642土50bpm , A - 5). Volum e e xpan sio ndidn otalterthehe artr atein
bothW T(689土 25 bpm , n - 7)and K ir6･2K O mic e(644土 50bpm , n - 5).
3･ 4･ A N Ps ec retionPom is olatedatria
- 27-
C V R-2 004-1239R l Saegu s a etal. Page12
Is olatedm o u s e atri alpr epar atio n s w er?u s edto studythedir e cteue ctof
m e cha nic alstr etchon A N ㌘r ele as e. Assho wninFig. 4,in m o stc as e stheA N P
c o n centr atio ndidn ote x c e edthethr e sholdfo rdete ctio n(≧1.5p g/d). Wether efo r e
r epe atedthe e xperim e nt untiltheA N Ps e c r etio n w asdetectedin4o r5 ofthe
prepar atio n sine a chgr o up. In c o ntr ol(n o n- str etch)c o nditio ns, ANPs e cretio n w as
dete ctedih4 of1 7a[tria丘o m W Tand in5 of 13atria丘o mKir6.2 K O
,
r e spe ctively. The
m e anANPc o n c e ntr atio nine a ch of4o r5pr epa r atio n s(W T;2.2j=0.2pg/hd, Kir6.2
K O;2.8 土 0.4p g/mi)w a s n otstatistic allysignific ant. Afte r m e chanicalstretch fo r1 0
m血
,
A N Ps e cr etio n w a sdete cted in 4of15atria丘o m W T. In Kir6.2 K Oatria
,
A N P
se cretio n w a sdete ctedin4of8pr epar atio n s, andthe m e anA N Pc o n c e ntr atio n(4.9j=
0
,
7p g/mi)w a s n otablyhighe rthatthatobs erved inW Tatria(2.4土0.3pg/hd) 也-
0.04 6).
A N Pc o Ⅱte HtOfatda obtained 丘o m W TandEir6.2 K Omic e w as0.64土0 30
ng/mg pr otein and 0.74j=0.23ng/mgpr otein, re spe ctively;thes e valu e sdidn otr e a ch
statisticalsignific an c e(A - 3, p - 0.696).
3. 5. Actio npote ntialsinis olated atria.
Repr e s e ntativ e r e c ordings ofa ctio npotedialsbefor e andaRe r5 min ofstr etcha r e
sho wninFigs･ 5 Aand5 B. The a ctio npote Ⅱtial dt mtio n(A p D)inthe W Tatriu m w as
sho rte n ed at5 min ofstr etch
,
whiletheA P Dre m ained un alter ed in the Kir6.2 K O
atrium ･ As s urr m ariz ed inFig. 5 C, stretchingthe W Tatria s lgniflC antlyshorte n ed the
A P Dm e as u redat90% r epolwiz atio n(A P D90)to 71,8士 3.4 %ofc o ntr ol(n - 4,p -
0･004)I Stretch-indu c edshorte ningofA P D90W a s n otObs e rv ed in Kir6.2 K Oatria(98.6
土0.7 %
,
n = 4).
3. 6. Hypoto nic str etch-indu c ed KA TPC ur re nt
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Todete mi e whetherKm pcha n n elc u- nts c oul d be m e chanic allyindtlC ed,the
nystatin-perfor atedpatch wa s u s edto r e c ordwhole- c ellm e mbra n e cu 汀e ntS
,
andatrial
c ells w er eperfus ed witheitheris oto nic o rhypotomic s olutio n s･ Fig1 6A sho w sthe
r epr e s e ntativ e c ⅦT e nttr a c e s r e cordedin r espo n s eto voltage r ampsfr o m- 100to＋50
mV･ In an atri alc elof W T
,
ahypotomic str etchofthe m embra n efo r10min e voked an
o utw a rdc n 汀e nt thatc o uld be r edu c edbythe s ubs equ e ntapplic atio n ofglibe n clamide(1
LAM)I The r e v ers alpote ntialoftheglibe n clami de-s e n sitiv e c u rr ent, whichis olated by
digitals ubtr a ctio n of the c u∬e nttr a c einthepr e s e n c e ofgliben clami de丘o mthat unde r
hypotomic c o ndito n, w as clo s etotheK
＋
equilibrium pote rltial(- 80mV, data n ot
sho wn)A On the otherhand, ahypotomic str etchofthe m e mbr an e slightlyincre as ed the
o utw ardc u rr er[tin Kir6･2 KOc els
,
but this c t - ntw a sn otblo cked byglibe n clami de.
Ass u - ariz ed inFig･6B,hypotomic str etchof WTc ells signifi c antlyin c r e a s ed the
gliben clami de･s e n sitive o utw a rdc urr e ntat0 mV fro mO･23j=0･03 tol･73土 0 3 6pA/pF
(n I 4,p < 0･05)I Ho w e v e r,in Kir6.2 K Oc ells, agliben clami de- s e n sitive o utw ard
c Ⅶ T e nt W as not e v okedt mderhypoto nic str etch(&o mO･13土 0.03to0.16土 0.07pA/pF,
A = 4
,p ≡ 0･66)I The s e r e s ultsindic atethatKm pcha m elcurre ntis a ctiv atedby
hypoto nic str etchofthe m e mbra n ein atrialc ellsfr o mW Tbtltn Ot鮎r6.2KO mice.
- 2 9-
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4･1･ Kir6･2jTo r m sthepo re ofatrial KA TP Cha nnels
Apre vio u s studyu s lng Prim ary C ultu red n e o n atalrat atrialc ells s ugge stedthat
m ole cula r c o mpo sitio n ofatrialKn pcha 皿 els m aybediffer ent 丘o mthatofv e ntric ula r
KJU PCharLn elsba s edo nthe血皿Ctio n al andpha - a c ologic alpr ofiles[1 7]. In thepr e s e nt
study,ho w e v e r, aglibe n clami de- s en sitiveKA n Cha m elct m e r[tc o uld be obs e r v ed
during m etabolicinhibitioninatri alc ells ofW Tbutn otKir6.2 Kdmic e(Figs. 1A and
l B)I In addito n, w efo u ndthatthe mitary co ndu ctan c e ofsingleKN PChan n elc u rr e nt
in WT m o use atrialc ells(71.6 土 1.7pS, A - 7, Fig. 1C)w a s clo s eto thatofv entricular
c ells(75･9土 1･3pS, A - 7,data n otsho wn). The r efor e,itc anbe c o n cluded thatEir6.2is
e ss e ntialforthe 血IICtion ofm o u s e atrilKJ m Cha 皿 els and Kir6.2 K Omice ar e
pote ntialyu s efulto e x a min e whethe rK N PCha m elm odulatesthe s e c r etio n ofA N R
4.2. KATPCha nn elm odulate sA N Ps e cr etionin vivo a nd in vitro
ltis ackno wledgedthat A N Pis stor ed aspr o- A N Ywithin thegr an ule s of
c ardio myo cytes andrele a s edinr e spo n s eto atrialstr etch[18,1 9]. Pr o- A N Pis cle a v ed
du ringthe r ele as epr o c es sby a c a rdia cpr ote a s e, c orin,tofor mthebiologicalya ctiv e
C-te 血 alANP【2 0]･ Here we e x amin ed, inviv o a nd in vitr o, whethe rKA TPCha m el is
c rucial forthe regAnio n ofA N Ps e cr etio n･ Plas m a v olum e e xp an sio n w as u s eda s a
m e ans ofpr odu cingrele as e ofthe cardia cANPgr an ule sin viv o. The re we r e n o
sigmiflC antdiffer e n c e sin theba s alplas m aA N P le v els(Fig. 2)betw een W Ta ndKir6.2
KO mic e. A鮎rtheinitialv olⅦ m e e xpan sio n(200LLUh/gfTo r3 0min), M APin W Ta nd
Kir6･2 K Omiceincr e as edto si mi lar exte nts(Fig. 3), s ug ge stingthatthe v olum e
e xp 弧 Sio nsee m edtobe equally effe ctiv ein bothW Tand Kir6･2KO mice. In W Tmic e,
ho w e v e r
,
volu m e e xpan sio n w asins ufficie nt to c a u s e a s lgnific antinc re a s einplas m a
- 3 0-
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A N Pc o n centr atio n･ De spite a rathermildv olu me e xpa n sio n, a slgniflC antincr e as e of
●
pla s m aA N Pc o n c e ntratio n w a s obs e rv ed in Kir6･2K O mibe(Fig･ 2)I ANPpro m ote s
diu r e si/n atriu r e si a ndr edu c e s v ascularto n e[8]･ Con s equ e ntly,hypote n sio nmight
o c c u rin Eir6･2 K Obutn ot W Tmic e(Fig･ 3), a cc o mpamied by an ex c e s siv e s e creti. n .f
A N T.
ANPs e cr etedintothebath &o m atrialtis s u ein vitr ow a s s m allnd≦3 0 %of
Pr epar atio n s e x c e edd thethr eshold fordete ctio nin c o ntr olc o nditio n s･ Ho w e v e r
,
4 of 8
pr eparatio n s(50 %)&o mKir6･2K Omic e e x c e eded the thr eshold fordetectio n a鮎r
m e chanicalstr etcha ndtheANPc o nc e ntr atio nw asgr e atertha nthatofWTatriagig. 4).
Thu s
,
in vitro studyu s mgis olatedatria w a s c o n siste nt with thefi ndings ln Viv o. Sin c e
●
A 抑 c o nte ntofWTatria w as n otstatisticauydiffer e nt fr o mEir6･2 KO atria(Fig. 5), in
viv o and in vitr o studie s s ugge stthatKir6･2K Omic e ar e s us c eptibleto str etch-indu c ed
s e c r etion ofA N R Fu rther m o r e
,glV en thefa ctthat an e x c e s
■
s ofA N Ppr odu c ed
hypote n sio ninBh6･2K Omic e
,
it is re a s o n ableto s uppo s ethata ctivatio n of KA T P
cha m elsis am e chanis mfo rfe edba ckinhibito n ofstim ulated A 附pr elea s e.
4･3･ Activ ation ofatrialKA TPChan n elsby m e cha nic alstr etch
Basedo npha r m a cologicale xperim e nts,itha sbee npr opo s edthatKm pcha m els
r egulateA NPs e c r etio n[10,11]I Inthepr e s e ntstudy, w efo u nd that m e cha nic alstr etch
sho rte n ed the actio npote ntialdu r atio nin W Tatria
,
butnotin Kir6･2 KO atria(fig. 5).
V an Wago n er[9]reported that KAJPChaJln elsin r atatrialc ells w er e m e chan. se n sitiv e
and a ctiv ated byahypoto nicsw elling･ Late ro n, Bar o n etal.[17]als ode m on str ateda
hypotomic-indtlC ed a ctiv atio nof the atrialappe ndage KA TPCha n n elc u rr e Ⅱts. In
agr e e m e nt wi thprevio u s r eports, w e c o uldre c ord thegliben clamide-s e n sitiveKjm
cha m elc u rr e nti r e spo n s eto ahypotomic str etch in atrialc els of W Tbutn otKir6.2
KO mic e
r
(Fig1 6)･ Altho ugh w edidn otin v estigatethehypoto nic stretch-indu c ed A肝
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s e c r etio n,Jia o etal.[11]hav ede m o nstratedthatahypotonic s w ellingin c r e a s e sA N P
s e cretionin r at atrialmyo cyte c ultu r e. Together, thesefindings sugge stthat m e cha nical
stim ulus ofatrialmyocyte s a ctiv ate sKA TPChan n elin ass o ciatio n withA N Ps e cr etio n.
4,4. Po s sible m e chanis m sunderlyingKA TPChan nel- m ediatedregulatio n ofANP
se cretion .
Ou r obs e rv atio n s r ais ethequ estio n ofho w str etch-indu c edope n lng OfKA T P
cha m elspr e v e nts e x c e ssiv e r el a s e ofA N P. Thediagr am ofFig. 7sho w sthepo s sible
m e chamis m unde rlyingKAT PChan n el- m ediatedr egulatio n ofA N Ps e c r etion. Me chanical
str etch inis olatedatrialtiss u e s w as r eportdtoin cr e a s eth intr a c ellula rCa
2＋
tr an sie nts
and thelatedu r eLtio n ofthe a ctio npote ntials, whichw as as cribedto the str etch-indu c ed
chan n ela ctiv atio n andr e sulta nt a ugm er[tatio n of theNa
＋
/Ca2
＋
- e x change rin w a rd
c u rr e nt[21,22]. Itha sals obe e npropo s ed thatintr a c ellularCa
2'
plays a criticalr olein
A N Ps e cr etio n丘o m atrialc ells
,
andchanges ofcyto s olicCa
2＋
c o n c e ntr atio n affe cts
A N Ps e cr etio n[8,23,24], Activ atio n ofatrialKA TPCha m elsby m e chanicalstr etch m ay
de c re a sethe cyto s olic Ca
2＋
c o n c e ntr atio nby abbr e viatingthe a ctio npote ntials, whichis
e xpe ctedr edu c ethetim efo rCa
2十in血Ⅸ via しtype Ca
2＋
cha - els andtoin c r e a s eth
tim efo rCa2
十
e - sio nthr o ugh theNa
＋
/Ca2
＋
- e x change syste m･ Whate v e rthe
m e chanis mhv olv ed
,
thepre s e ntstudycle a rlyde m o n str ate sthatK∬ p cha n n els
n egativ elyr eguhteA N Ps e cr etio n丘o m atrialtis s u e s.
4.5. Co n clu sion s
ANPiskn o wntopr odu ce a v arietyofphysiologicala ctio n s s u ch a sdiu r etic,
va s odilative[25,26], anti-is chemic[27]and antihypertrophic actio n s[28]. In thepr e s e nt
study w ehaveprovidedevidenc ethatKir6.2is e s s e ntialforthe fun ctio n of Km p
cha n n el in atrialmyo cyte s, and thatKATPChan nel-depende nt m e cha nis m c o ntribute sto
- 32-
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the r egulatio nofA NPs e cr etio n･ Re c e ntly, afun ctio nalstudyu s mgEir612K O mic ehas
de m o n str ated thatdis ruption ofKAT PCha - el functio nle ad?toimpair edCa
2＋
ha ndling,
c a rdiacdys血n ctio n and lethalarrhyth mias under vigo r o u s sympathetipstim ulatio n,
s ugge stingr equir e m e ntofKA rPCha m elsfor adaptatio ntophysiologic alstr e s s[7].
Fu rthe rm o r e
,
ithasbe e n r epo rted thatin 血ilinghe artsthe metabolicdysr egulatio n of
KA JPCha m els c a n o c c u r andr e s ultantlo s s ofpr ote ctiv e m echanis m s e xp andsthe riskof
diseas epr ogr es sio n[29]. Ther efor e, A N Ps e cr etio nindtlC ed byimpair edKA TPCha m el
血n ctio n may play a c o mpe n s ato ryr oleby pr ote ctingthehe a rt underpathophysiological
sta‡e s･ Itislikely,ho w ev er,that unde rphysiologicalc o ndito n sKm pcha m elm ay a cta s
a n egativ efe edba ck m e chanis mfo rthe c o ntr olofA N Ps e cr etio n.
- 3 3-
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Fig･ 1･ (A)Effectofm etabolicinhibitio nwi thaglu c o s e-fie e, DN P- c o ntaiming(100
pM)s olutio n andco applic atio n ofgliben clamide(GL B,1pM)o nthe
nysta血 -perfo r ated whole-c ellm e mbr an e c u rr e nts r e c o rdedfr o m atrialc ells ofW T
(le允)andK ir6･2 K O mic e(right)I(B)CⅥ∬ e ntde n sitie s at0 mV 丘o m c o ntr ol(n - 6 of
W T
,
n I 6 of Kir6･2 K O
,
bla ck ba r), DN P-tr e ated(n - 6 of W T, A - 6 ofKir6.2KO,
gr eybar)and DN P＋G L B(A - 6 ofWT,darkgr eybar)mic e ofatrialc ells ar e
st m zwiz ed･ Valu e s ar e m e an土 S E M･ * p < 0.01v s. c o ntr ol.(C)Single-chan n elc u rr ent
re c o rdings inthe c ell- attached m odeby additio n of DNP(100pM)丘o m atrialc ells of
W T(1e耳) and Kir6･2 KO mic e(right). Thete stpotemialisindic atedo ntheleR.
Fig･ 2･ E ffe ctofv olum ee xp an sio n o nplas m aANP le v els of W Tand監ir6.2 K Omic e.
Top pan elsho w sthe e xperim e ntalpr oto c ol. Botto mp an elsho w s s u 皿 arized datafo r
plas m aAN Pc o n c e ntr atio n. Blo ods ample s weredr a wn atba s eline(A - 7 of W T, n - 6
of Kir6･2 KO, greyba r), a nda鮎r v olum e e xpansion(A - 7ofW T, A - 5 of Kir6.2 K O,
bla ck bar). Valu es a r em e an土 S E M,
Fig･ 3･ Effe ctofv olum e e xpansio non m e an arterialpr es s Ⅷ e(M A P)inan e sthetiz ed
mic e･(A)Change s ofM A Pbefo r e@a s elin e)andafter3 0a nd 60 min ofv olum e
e xpansion･ ”)MJW s ar egiv e n as aperc e ntage ofthe valu e m e a s u r eda土ba s eline. D ata
repr e s e nt m e an土S E Mof4e xperim e ntsfTo r e a chgr o up･
*
p < 0･05v s･ bas elin e,#p <
0.05v s. 3 0min.
Fig. 4. Effects ofm e chanic alstr etcho nA N Ps e c r etio nin is olated atria&o m W Tand
Kir6･2 KO mice･ Thethre shold fordete ction ofA N P(1.5pg/ mi)is r epre s e ∬teda sdotted
- 3 8-
C V R-2004-123 9 R l Sa egus a etall Page23
1in e･ Ea chsymbolr epr e s entsdata 丘o mindividualprepar atio n s･ Clo s edsquare sindic ate
the m e an andthe v ertic albar sindic ateS E M.
Fig･ 5･ Repr esentativ e r e c o rdingofa ctio npote ntialsbefo re(Contr ol, bla ck)and5 min
a鮎r str etch(Stretch,grey)in the atriu m of W T(A)and Kir6･2 KO(B)mic e.(C)
Surf - ariz edeffe cts ofstr etcho nthe a ctio npote ntialdu ratio n･ The actio npote ntial
duration
.
at90 %r epolariz atio n(A P D90)w as m e a s u r ed5 min aBe r stretcha ndgiv e n as a
pe rc erltage Ofthe c o ntrolvalu e･ Data repr es e nt m e an土S EM of4e xpe rim entsfar e a ch
gr o up.
*
p < 0.05v s. c o ntrol.
Fig･ 6･ Activ atio n ofthe atrial Kjm C u rr e ntbyhypotomic str etch･(A)Original
whole-c ellv oltage-ra mp c u rr e ntstr ac e s ofatrialcells丘o m W T(1e革)andK ir6.2 K O
mic e(right)･ ”)Glibe nclami de-s e n sitiv ec u rr e ntde n sitie s･at0mVin W T(n - 4)and
K ir6･2 KO(A = 4)atrialc ells a re s um m ariz ed･ Valu e s ar e m e an土S E M. *p <0.05v s.
c o血 o1.
Fig･ 7･ Hypothetic alr epr e s e ntatio n ofm e chanis mby whichope m ng ofKAT PCha m els
a cts as a negativ e m odulator of ANPs e cr etio n. Me chanicalstr etch in atrialtiss u e
in cr e a s e stheintr a c ellularCa2
＋
c o n c e ntr atio n([Ca
2'
]i)andther ebystimulate sthe ,ele a s e
ofA NR On the othe rhand
,
Km pcha - elope n s whe n stretched and de c re as e s[Ca21iby
sho rte ning ofa ctionpote ntialduratio n(A P D), whichintu minhibitsthe r el a se .f A N R
(＋):stim ulatio n,():inhibitio n･(Se etextfordetails.)
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